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ABSTRAKT 
Pomocí metody fluorescenční korelační spektroskopie (FCS) byly studovány vlastnosti 
koloidních systémů, zejména hydrogelů. Hydrogely byly připraveny na základě interakcí 
hyaluronanu a kationaktivního tenzidu CTAB. Navrženou hydrofilní fluorescenční sondou, 
vhodnou pro studium fázově separovaných hydrogelů v systémech polymer-tenzid, bylo 
ATTO 488 z důvodu potlačení vzniku tripletního stavu. Jako hydrofobní sonda byla zvolena 
nilská červeň. Individuálně byly zkoumány micelární systémy 10 mM CTAB a roztok 
0,5% hyaluronanu v prostředí vody a 0,15 M NaCl v různých koncentracích vybraných 
fluorescenčních sond. Následně byly studovány hydrogelové systémy. Výsledky ukázaly, že 
měření hydrogelů pomocí této metody je realizovatelné. Krátké doby života byly způsobeny 
komplexem sondy a CTAB způsobujícího zhášení a nízké hodnoty difúzních koeficientů 
charakterizují viskózní prostředí studovaného systému.  
 
 
 
 
ABSTRACT 
Properties of colloidal systems, especially hydrogels, were studied using the method of 
fluorescence correlation spectroscopy (FCS). Hydrogels were prepared based on hyaluronan 
and cationic surfactant CTAB interactions. The proposed hydrophilic fluorescent probe, 
suitable for the study of phase-separated hydrogels in polymer-surfactant systems, was chosen 
ATTO 488 due to the suppression of triplet state. As a hydrophobic probe was chosen Nile Red. 
Individually were examined micellar systems of 10 mM CTAB and 0,5% sodium hyaluronate 
in water and 0,15 M NaCl in different concentrations of selected fluorescent probes. 
Subsequently the hydrogel systems were studied. The results showed that the measurement of 
hydrogels by this method is realizable. Short lifetimes were created by a complex probe and 
CTAB causing quenching and low levels of diffusion coefficients characterize the viscous 
environment of study system.  
 
 
 
 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
fluorescenční korelační spektroskopie, hydrogely, hyaluronan, cetyltrimethylamonium bromid, 
ATTO 488, nilská červeň 
KEYWORDS 
fluorescence correlation spectroscopy, hydrogels, hyaluronan, cetyltrimethylamonium bromid, 
ATTO 488, nile red 
  
4 
 
HOLUBOVÁ, A. Použití difúzních technik ve studiu hydrogelů. Brno: Vysoké učení technické 
v Brně, Fakulta chemická, 2015. 49 s. Vedoucí bakalářské práce Ing. Filip Mravec, Ph.D.. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PROHLÁŠENÍ 
Prohlašuji, že jsem bakalářskou práci vypracovala samostatně a že všechny použité literární 
zdroje jsem správně a úplně citovala. Bakalářská práce je z hlediska obsahu majetkem Fakulty 
chemické VUT v Brně a může být využita ke komerčním účelům jen se souhlasem vedoucího 
bakalářské práce a děkana FCH VUT.  
……..……………………… 
podpis studenta 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Poděkování:  
Chtěla bych poděkovat vedoucímu mé 
bakalářské práce Ing. Filipu 
Mravcovi, Ph.D. za odborný dohled, 
ochotu a trpělivost. Dále bych ráda 
poděkovala své rodině za podporu při 
studiu.  
  
5 
 
OBSAH 
1 ÚVOD ............................................................................................................................ 7 
2 TEORETICKÁ ČÁST .................................................................................................... 8 
2.1 Luminiscence ........................................................................................................... 8 
2.1.1 Jabłońskiho diagram ......................................................................................... 8 
2.1.2 Franck-Condonův princip ................................................................................. 9 
2.1.3 Stokesův posuv ................................................................................................. 9 
2.1.4 Charakteristiky fluorescence .......................................................................... 10 
2.1.5 Ramanův a Rayleighův rozptyl ...................................................................... 10 
2.1.6 Zhášení fluorescence ...................................................................................... 11 
2.1.7 Fotovybělování ............................................................................................... 11 
2.1.8 Fluorescenční anizotropie ............................................................................... 11 
2.1.9 Rezonanční přenos energie ............................................................................. 11 
2.2 Nevlastní fluorescence ........................................................................................... 12 
2.2.1 Fluorescenční značky ..................................................................................... 12 
2.2.2 Fluorescenční sondy ....................................................................................... 12 
2.2.3 ATTO 488 ....................................................................................................... 12 
2.2.4 Nilská červeň .................................................................................................. 12 
2.2.5 Rhodamin 6G .................................................................................................. 13 
2.3 Asociativní (micelární) koloidy ............................................................................. 14 
2.3.1 Kritická micelární koncentrace ....................................................................... 14 
2.3.2 Molekulární struktura micel ........................................................................... 14 
2.3.3 Solubilizace .................................................................................................... 15 
2.3.4 CTAB .............................................................................................................. 15 
2.4 Kyselina hyaluronová ............................................................................................ 15 
2.4.1 Chemická struktura molekuly ......................................................................... 15 
2.4.2 Struktura v roztoku ......................................................................................... 16 
2.4.3 Perspektivní aplikace HA ............................................................................... 16 
2.4.4 Hydrogely ....................................................................................................... 16 
2.5 Fluorescenční korelační spektroskopie .................................................................. 17 
2.5.1 Přístrojové uspořádání .................................................................................... 17 
2.5.2 Autokorelační funkce ..................................................................................... 18 
2.5.3 Kroskorelační funkce ...................................................................................... 20 
  
6 
 
2.5.4 Časově rozlišené čítání fotonů ........................................................................ 21 
2.5.5 Časově rozlišená FCS ..................................................................................... 21 
2.5.6 FLIM ............................................................................................................... 21 
3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY ..................................................... 22 
4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST ........................................................................................ 25 
4.1 Přístroje a vybavení ................................................................................................ 25 
4.1.1 MicroTime 200 ............................................................................................... 25 
4.2 Použité programy ................................................................................................... 25 
4.3 Použité chemikálie ................................................................................................. 26 
4.4 Pracovní postupy .................................................................................................... 26 
4.4.1 Příprava zásobního fyziologického roztoku ................................................... 26 
4.4.2 Příprava zásobního roztoku CTAB ................................................................. 26 
4.4.3 Příprava zásobního roztoku HA ..................................................................... 26 
4.4.4 Příprava fluorescenční sondy ATTO 488 ....................................................... 27 
4.4.5 Příprava fluorescenční sondy nilské červeně .................................................. 27 
4.4.6 Příprava hydrogelů ......................................................................................... 27 
4.4.7 Příprava roztoků pro fluorescenční měření .................................................... 27 
4.5 Nastavení přístroje ................................................................................................. 27 
5 VÝSLEDKY A DISKUZE........................................................................................... 28 
5.1 Vyhodnocování naměřených dat ............................................................................ 31 
5.1.1 TCSPC analýza ............................................................................................... 32 
5.1.2 FCS analýza .................................................................................................... 35 
5.1.3 FLCS analýza ................................................................................................. 39 
6 ZÁVĚR ......................................................................................................................... 40 
7 SEZNAM POUŽITÝCH ZDROJŮ .............................................................................. 41 
8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK .......................................................................... 47 
9 SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ ......................................................................... 48 
10 PŘÍLOHY ..................................................................................................................... 49 
 
 
 
 
 
  
7 
 
1 ÚVOD 
Fluorescenční korelační spektroskopie byla vyvinuta na počátku 70. let dvacátého století jako 
speciální odvětví fluorescenční spektroskopie. Principiálně je založena na sledování kolísání 
intenzity fluorescence pocházející z látek difundujících přes velmi malý pozorovaný objem a 
tím umožňuje zkoumat látky ve vysokém rozlišení na úrovni jednotlivých molekul. Z analýzy 
těchto fluktuací lze získat informace o pohybu, molekulárním jasu a koncentraci molekul. 
Na základě těchto informací je možné studovat interakce jednotlivých látek a také prostředí, 
ve kterém se pohybují.  
Prostředí koloidních systémů a hyaluronanu se v současnosti stalo atraktivním za účelem 
možného využití v oblasti cílené distribuce léčiv. Myšlenka je založena na tom, že tenzidy by 
se měly být schopny navázat na karboxylové skupiny kyseliny hyaluronové a díky jejich 
amfifilnímu charakteru by v hydrofobní části bylo rozpuštěno léčivo a v hydrofilní části 
navázán zmíněný hyaluronan. Uplatnění se nachází v léčbě rakovinových onemocnění.  
Pozornost se v současné době také soustřeďuje na vývoj hydrogelových systémů na bázi 
kyseliny hyaluronové, které nacházejí uplatnění při vývoji scaffoldů (podpůrných lešení) 
cílených do oblasti tkáňového inženýrství a to konkrétně pro léčbu kloubní hyalinní chrupavky. 
Hydrogely obecně také nacházejí uplatnění v medicíně při hojení ran a to zejména 
u onemocnění diabetes mellitus, kdy zkracují celkovou dobu hojení a zlepšují kvalitu života 
mnoha pacientů.  
Tato bakalářská práce je zaměřena na použití difúzních technik ve studiu hydrogelů za použití 
metody fluorescenční korelační spektroskopie. Nejdříve byly studovány interakce kyseliny 
hyaluronové a kationaktivního tenzidu CTAB. Cílem této práce bylo získat poznatky 
o uvedených systémech s ohledem na jejich možné uplatnění v medicínských aplikacích.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST  
2.1 Luminiscence 
Luminiscence je emise záření, která nastává z excitovaných elektronových stavů. Je-li 
zdrojem světla elektromagnetické záření, mluvíme o fotoluminiscenci. Může být rozdělena 
do dvou kategorií – fluorescence a fosforescence. Tyto typy luminiscence lze rozlišovat na 
základě charakteru jejich excitovaných stavů. Lze také uvádět zpožděnou fluorescenci [1].  
Termín fluorescence poprvé použil George Gabriel Stokes, fyzik a profesor matematiky na 
Univerzitě v Cambridge, ve své práci z roku 1852. Název byl odvozen od minerálu fluoritu, 
který emitoval modrou fluorescenci [2]. Při fluorescenci excitovaná molekula emituje ze 
singletového stavu, přičemž elektron v excitovaném orbitalu má opačný spin než elektron 
v párovém orbitalu v základním stavu. Přechod excitovaného elektronu zpět na základní hladinu 
není spinově zakázaný. Doba dohasínání je obvykle řádově 10-8 s. Molekuly, které jsou schopné 
absorbovat světlo a následně vykazovat fluorescenci se nazývají fluorofory nebo též 
fluorescenční barviva. Mezi ně řadíme organické aromatické uhlovodíky a heterocykly. 
Fosforescence je emise fotonu z tripletového excitovaného stavu, přičemž elektron 
v excitovaném orbitalu má stejný spin jako elektron v párovém orbitalu v základním stavu. 
Přechod excitovaného elektronu zpět na základní hladinu je tedy spinově zakázaný. Doba 
dohasínání u fosforescence je řádově 10-3 – 100 s [3].  
Zpožděná fluorescence je zářivý přechod ze singletového stavu jako u fluorescence, ale 
vyznačuje se delší dobou dohasínání danou časem, po který je molekula v metastabilním 
tripletovém stavu. Emisní spektrum je totožné s emisním spektrem fluorescence. Z důvodu 
velkého rozdílu energií mezi stavy S1 a T1 se běžně nevyskytuje v aromatických uhlovodících. 
Na druhou stranu se s efektivní zpožděnou fluorescencí můžeme setkat u fullerenů. [1].  
2.1.1 Jabłońskiho diagram 
Jabłońskiho diagram se často používá pro popis procesů vyskytujících se mezi excitací a 
deexcitací. Diagram je znázorněn na následujícím obrázku: 
 
Obrázek č. 1: Jabłońskiho diagram [1] 
Základní elektronový stav je označen jako S0 a jedná se o energeticky nejchudší elektronovou 
hladinu. Vyšší elektronové stavy jsou označeny jako S1, S2 atd. Tyto hladiny reprezentují 
energetické stavy o postupně vyšších energiích a jsou obsazovány excitovanými elektrony. 
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Každý energetický stav obsahuje jistý počet vibračně – rotačních hladin označených indexy 
0,1,2 atd. Jednotlivé interakce probíhající mezi excitovanými molekulami budou v této kapitole 
následně popisovány, ne všechny jsou však předmětem této bakalářské práce.  
Po absorpci dojde k excitaci elektronu a k přenosu jeho spinu do vyšší energetické hladiny, 
v rámci které může zaujmout různou vibrační hladinu. Rychlost absorpce je řádově 10-15 s [3]. 
Jakmile se elektronový spin nachází ve vyšší elektronové hladině, dochází k deexcitačním 
procesům, které mohou být zářivé (luminiscence) nebo nezářivé (vibrační relaxace, vnitřní 
konverze, mezisystémový přechod, konformační změna). Přechody mezi stavy jsou znázorněny 
svislými a vodorovnými čarami.  
Procesem vibrační relaxace přechází excitovaný elektron na nejnižší vibrační hladinu 
elektronového stavu, v němž se nachází. Část energie je odváděna do jiných vibračních režimů 
a tím dochází ke ztrátě energie ve formě tepla. Rychlost procesu vibrační relaxace se pohybuje 
řádově 10-13 až 10-11 s.  
Vnitřní konverze je nezářivý izoenergetický přechod mezi dvěma elektronovými stavy se 
stejnou multiplicitou spinu. Tento proces je následován vibrační relaxací vedoucí směrem 
k nejnižší vibrační úrovni daného elektronového stavu. Ačkoliv je přechod vnitřní konverzí 
z hladiny S1 na hladinu S0 možný, je však méně efektivní než přechod z hladiny S2 na hladinu 
S1 a to z důvodu větší energetické mezery mezi hladinami S1 a S0. Rychlost vnitřní konverze 
trvá řádově 10-11 – 10-9 s [1].  
Mezisystémový přechod je nezářivý přechod mezi elektronovými stavy, při němž dochází 
k inverzi spinu excitovaného elektronu a přechodu na tripletový stav. Tento proces vede ke 
zvýšení absorpce E-typu zpožděné fluorescence, která odvozuje svůj název od okolnosti, že 
byla zpočátku pozorována u eozinu, na rozdíl od P-typu opožděné fluorescence zjištěné 
u pyrenu [4]. Následkem mezisystémového přechodu je také již zmíněná fosforescence. 
Rychlost mezisystémového přechodu je řádově 10-10 – 10-8 s [1]. Tato rychlost může být snížena 
přítomností paramagnetických molekul (např. kyslík) a také přítomností halogenů a 
organokovových sloučenin [4].  
Po návratu do základního elektronového stavu se elektron vyskytuje na některé z vyšších 
vibračních hladin, z nichž se prostřednictvím vibrační relaxace dostává do původního stavu S0, 
čímž dosáhne tepelné rovnováhy [3]. 
2.1.2 Franck-Condonův princip 
Principem je rozdíl v pohybu elektronů a jader. Pohyb elektronu na antivazebný molekulární 
orbital je mnohonásobně rychlejší a trvá 10-15 s. Zatímco čas charakteristický pro vibrace 
molekul trvá 10-10 – 10-12 s. K elektronovému přechodu s největší pravděpodobností dojde beze 
změny postavení jádra molekuly a molekul prostředí. Jedná se o termodynamicky nestabilní 
stav, a proto dochází k excitaci elektronu na takovou vibračně – rotační hladinu vyššího 
elektronového stavu, aby nemuselo dojít ke změně pozice jádra molekul a molekul prostředí [1].  
2.1.3 Stokesův posuv 
Po absorpci dojde k excitaci elektronu do vyšší energetické hladiny. Při přechodu z této 
hladiny na základní hladinu tohoto daného excitovaného stavu dojde k částečné ztrátě energie. 
Důsledkem je, že vlnová délka emitovaného světla je větší nebo rovna vlnové délce excitačního 
světla [3].  
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2.1.4 Charakteristiky fluorescence 
Fluorescenční emisní spektrum je závislost intenzity fluorescence na vlnové délce při 
konstantní vlnové délce excitace. Každé emisní spektrum je charakteristické pro danou 
sloučeninu a může být tudíž s výhodou využito k identifikaci druhu sloučeniny, obzvláště pokud 
vykazuje pásy vibračních hladin [1]. Fluorescenční emisní spektra jsou obecně považována za 
nezávislé na excitační vlnové délce, což je známé jako Kashovo pravidlo. Pravidlo udává, že 
po excitaci na různou vibrační hladinu vyššího elektronového stavu S1 dojde k disipaci energie 
a molekula nejprve podstoupí vibrační relaxaci na nejnižší vibrační hladinu daného 
excitovaného stavu S1 a až poté dojde k fluorescenci a emisní záření má pak stejnou energii a 
tedy i vlnovou délku. Důsledkem Kashova pravidla je Vavilovo pravidlo, které říká, že 
kvantový výtěžek není závislý na excitační vlnové délce a emisní záření je pak nezávislé na 
vlnové délce excitace [3]. 
Fluorescenční excitační spektrum je závislost intenzity fluorescence na vlnové délce při 
konstantní vlnové délce emise [1]. Jedná se vlastně o zjednodušené absorpční spektrum, protože 
jen některá absorpční maxima jsou schopné vykazovat fluorescenci [5]. Excitační spektra jsou 
identická tvaru absorpčního spektra za předpokladu, že existuje jediný druh molekuly 
v základním stavu [1].  
Zajímavým jevem je to, že absorpční a emisní spektra jsou zrcadlovými obrazy, což je 
způsobeno tím, že absorpce i emise z odpovídajících si vibračních hladin mají stejnou relativní 
pravděpodobnost. K této podobnosti dochází, protože při excitaci elektrony výrazně nemění 
svou jadernou geometrii [3]. Porovnání absorpčních a emisních spekter nám často poskytuje 
užitečné informace [1]. 
Kvantový výtěžek je poměr počtu emitovaných fotonů k počtu absorbovaných fotonů. Je 
charakteristických rysem jednotlivých fluoroforů. Může být definován podle následující 
rovnice:  
 
nrr
r
f
kk
k

 , (1)  
kde f je kvantový výtěžek, rk je rychlostní konstanta značící zářivý přechod a nrk je rychlostí 
konstanta zahrnující všechny možné nezářivé přechody [6]. Vysoké kvantové výtěžky se blíží 
jedné, ale jsou menší než jedna a to z důvodu Stokesova posuvu. 
Doba života excitovaného stavu fluoroforu je definována jako průměrný čas, který molekula 
stráví v excitovaném stavu, než se vrátí do základního stavu. U fluorescence je doba života 
obvykle 10 ns [3]. Pro organické molekuly v základním stavu je doba života v rozmezí desítek 
pikosekund až stovek nanosekund [1]. 
2.1.5 Ramanův a Rayleighův rozptyl 
Rayleighův rozptyl vzniká, když část rozptýleného záření má stejnou vlnovou délku jako 
záření původní. K rozptylu dochází v okamžiku, kdy se foton vstupujícího záření srazí 
s molekulou zkoumané látky. Při pružné srážce se molekula dostane na virtuální excitovanou 
vibrační energetickou hladinu a téměř okamžitě klesne na původní hladinu základní. V tomto 
případě nedochází ke změně energie fotonu a ani ke změně vlnové délky.  
Ramanův rozptyl vzniká, když u malé části rozptýleného záření dojde ke změně vlnové délky 
oproti původnímu budícímu záření. Při nepružné srážce předá dopadající foton část své energie 
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molekule nebo od ní část energie příjme. Takto vzniklé rozptýlené záření má rozdílnou 
frekvenci od záření budícího [7].  
Měřením rozptýleného záření, které vzniká interakcí monochromatického záření z viditelné 
oblasti až do infračervené oblasti s molekulami vzorku za současné změny jejich vibračních a 
rotačních stavů se zabývá Ramanova spektrometrie. Principem je změna polarizovatelnosti 
molekuly během vibrace [8].  
2.1.6 Zhášení fluorescence 
Intenzita fluorescence může být snížena prostřednictvím široké škály procesů. Ke zhášení 
fluorescence dochází při kontaktu molekuly fluoroforu s molekulou v roztoku, kterou 
nazýváme zhášeč. Snížení intenzity fluorescence výstižně popisuje Stern-Volmerova rovnice:  
    QkQK
F
F
0q
0 11  , (2)  
kde K je Stern-Volmerova zhášecí konstanta, 
qk je bimolekulární zhášecí konstanta, 0 je doba 
života molekuly a  Q  je koncentrace zhášeče. Stern-Volmerova zhášecí konstanta popisuje 
vztah fluoroforu k molekule zhášedla. Fluorofor zabudovaný do struktury makromolekuly je 
nepřístupný ve vodě rozpustnému zhášeči, a proto poskytuje nízké hodnoty zhášecí konstanty. 
Naproti tomu vyšší hodnoty zhášecí konstanty poskytuje fluorofor volně umístěný v roztoku 
nebo na povrchu biomolekuly.  
Existuje zhášení dynamické, při němž dochází ke koliznímu střetu molekuly fluoroforu 
s molekulou zhášeče. Nutnou podmínkou je, že zhášeč musí difundovat k molekule fluoroforu 
během doby, ve které se fluorofor nachází v excitovaném stavu. Po kontaktu se fluorofor 
navrací do základního stavu bez emise fotonu. A zhášení statické, při němž se molekuly 
fluoroforu váží na molekuly zhášeče a vytvářejí nefluoreskující komplex. Jako molekuly 
zhášedla mohou působit halogeny, aminy a kyslík [3].  
2.1.7 Fotovybělování 
Fotovybělování je jev, při němž dochází k nevratným strukturním změnám fluoroforu 
v excitovaném stavu a fluorofor tak trvale ztrácí schopnost emitovat záření, což vyvolá pokles 
intenzity signálu a snížení kvality obrazu. Nastává při intenzivním ozáření fluoroforu a vede 
k fotodisociaci nebo až k vyblednutí [9].  
2.1.8 Fluorescenční anizotropie 
Fluorofory, jejichž dipólové momenty jsou orientovány rovnoběžně s vektorem elektrického 
pole, jsou excitovány prostřednictvím polarizovaného světla. Tato fotoselekce může ovlivnit 
měření doby života fluoroforu [6]. Měření anizotropie se běžně využívá v biochemických 
aplikacích [3].  
2.1.9 Rezonanční přenos energie 
Rezonanční přenos energie neboli Försterův rezonanční přenos energie (FRET) je fyzikální 
jev popisující přenos energie mezi donorovou molekulou jednoho fluoroforu a akceptorovou 
molekulou druhého fluoroforu. Podmínkou přenosu je, že emisní spektrum donoru se musí 
překrývat s absorpčním spektrem akceptoru tak, že vibrační přechody donoru mají prakticky 
stejnou energii jako přechody v akceptorové molekule. Poté může donor, který se nachází 
v excitovaném stavu, přenést energii na akceptor pomocí nezářivé interakce typu dipól – dipól. 
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Jev nastává na vzdálenosti 1 – 10 nm. Výsledkem je excitovaná molekula akceptoru, která 
vyzařuje energii pocházející od donoru. Při přenosu energie nedochází k emisi fotonu, a proto 
není možné přenos nazývat fluorescenční [1].  
2.2 Nevlastní fluorescence 
Fluorofory lze obecně dělit na dvě skupiny – vnitřní fluorofory a vnější fluorofory. Vnitřní 
fluorofory jsou takové látky, které vykazují přirozeně fluorescenci. Vnější fluorofory jsou 
přidávány do látek, které sami o sobě fluorescenci nevykazují. Přídavkem vnějšího fluoroforu 
do látky vzniká nevlastní fluorescence [3].  
2.2.1 Fluorescenční značky 
Fluorescenční značky jsou nevlastní fluorofory, které se k biomolekulám váží 
prostřednictvím kovalentní vazby. Nejčastěji se váží na fosfolipidy, proteiny a polynukleotidy. 
Zvláště vazba stearové kyseliny s molekulou anthracenu, v různých polohách parafinového 
řetězce, umožňuje prozkoumání micelárních systémů v různých hloubkách [1].  
2.2.2 Fluorescenční sondy 
Fluorescenční sondy jsou nevlastní fluorofory, které se ke sledované struktuře váží 
nekovalentní vazbou a mění při tom fluorescenční vlastnosti. Výběr vhodné fluorescenční 
sondy je podstatnou součástí experimentu [10].  
2.2.3 ATTO 488 
ATTO 488 je hydrofilní fluorescenční látka s výbornou rozpustností ve vodě a s molekulovou 
hmotností 981 g·mol-1. Vodný roztok má žlutozelenou barvu. Absorpční maximum se nachází 
při 501 nm. Molární extinkční koeficient je 9,0·104 l·mol-1·cm-1. Charakteristickým rysem je 
silná absorpce, vysoký kvantový výtěžek, vysoká fotostabilita a potlačení tripletního stavu. 
ATTO 488 je vhodné pro mikroskopii s vysokým rozlišením [11].  
An
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Obrázek č. 2: Strukturní vzorec ATTO 488 [11] 
2.2.4 Nilská červeň 
Nilská červeň patří mezi další známá fluorescenční barviva s výbornou rozpustností 
v organických rozpouštědlech [12]. Sumární vzorec molekuly je C20H18N2O2 a molární 
hmotnost 318,37 g·mol-1 [13]. Nilská červeň je závislá na polaritě prostředí a je pro ni 
charakteristický posun emise z červené oblasti do žluté oblasti v závislosti na hydrofobních 
vlastnostech molekul lipidů. Polární lipidy přítomné v membránách jsou zbarveny červeně, 
naopak neutrální lipidy jsou zbarveny žlutě [14]. Nilská červeň se běžně využívá 
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v biochemických aplikacích jako fluorescenční sonda pro sledování hydrofobních povrchů 
bílkovin a lipidů [15].  
N
O
O
N
CH3
CH3  
Obrázek č. 3: Strukturní vzorec nilské červeně [12] 
 
Obrázek č. 4: Absorpční spektrum fluorescenční sondy nilské červeně o koncentraci 8,04·10-6 M 
v prostředí DMSO 
2.2.5 Rhodamin 6G 
Rhodaminová barviva patří mezi velice oblíbené fluorofory zejména v oblasti biochemie a 
používají se jako referenční barviva k měření účinnosti jiných barviv. Rhodamin 6G je 
červenohnědý prášek rozpustný ve vodě, v methanolu, ethanolu a jiných organických 
rozpouštědlech. Vykazuje vysokou fotostabilitu a je jedním z nejvíce používaných a 
studovaných laserových barviv [16].  
ONH
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Obrázek č. 5: Strukturní vzorec Rhodaminu 6G [16] 
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2.3 Asociativní (micelární) koloidy 
Ve vhodně zvoleném rozpouštědle, poskytují některé nízkomolekulární látky, ve velkých 
zředěních, pravé roztoky. Při dosažení určité koncentrace dochází k asociaci jejich molekul a 
vytvářejí se částice koloidních rozměrů – micely [17]. Vznik těchto útvarů je podmíněn 
přítomností amfipatické (amfifilní) struktury, což znamená, že obsahují skupiny, které svou 
velkou afinitou k rozpouštědlu zaručují značnou rozpustnost a druhá část molekuly je v daném 
prostředí nerozpustná [18]. Látky, které vytvářejí tyto polymolekulární útvary, označujeme jako 
asociativní nebo micelární koloidy [19]. Asociativní (micelární) koloidy nazýváme také jako 
tenzidy, surfaktanty nebo povrchově aktivní látky (PAL). Koloidní povrchově aktivní látky jsou 
schopné přecházet v roztocích z molekulární disperze do koloidní, což je podmíněno 
přítomností dlouhého uhlovodíkového řetězce.  
Na základě schopnosti disociovat ve vodném roztoku jsou koloidní povrchově aktivní látky 
rozdělovány na ionogenní a neionogenní. Ionogenní PAL jsou dále rozdělovány na 
anionaktivní, kationaktivní a amfoterní. Při rozpouštění dochází u anionaktivních PAL ke 
vzniku záporného náboje, u kationaktivních PAL ke vzniku kladného náboje. U amfoterních 
PAL závisí náboj na pH. Rozpustnost micelárních koloidů ve vodě klesá s délkou 
uhlovodíkového řetězce [20].  
2.3.1 Kritická micelární koncentrace 
Kritická micelární koncentrace je koncentrace rozpuštěné látky, při které se začínají tvořit 
micely [21]. Tato koncentrace není vysoká a pro různé povrchově aktivní látky kolísá v rozmezí 
10-5 až 10-3 mol·dm-3. V důsledku vzniku micel dochází ke změně směrnice koncentračních 
závislostí mnohých fyzikálně-chemických vlastností roztoků PAL jako je povrchové napětí, 
hustota, viskozita, osmotický tlak aj. Hodnoty kritické micelární koncentrace stanovené 
z koncentračních závislostí různých veličin nemusí být úplně shodné, protože vlastnosti 
systému jsou tvorbou micel ovlivňovány různým způsobem [20].  
2.3.2 Molekulární struktura micel 
Ve vodném prostředí vytvářejí některé micely kulovitý tvar, při němž jsou hydrofilní skupiny 
vystaveny molekulám vody a hydrofobní uhlovodíkové řetězce jsou sdruženy v jádru micely, 
aby byl jejich kontakt s vodou minimální. Naopak v nepolárních rozpouštědlech vytvářejí 
micely jádro, v němž jsou situovány hydrofilní skupiny a hydrofobní uhlovodíkové řetězce 
vyčnívají do nepolárního prostředí [17]. Molekulární struktura micel je zobrazena na 
následujícím obrázku:  
 
Obrázek č. 6: Schéma micely v polárním a nepolárním prostředí [20] 
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2.3.3 Solubilizace 
Solubilizace je proces, který významně souvisí se stavbou micel. Jde o schopnost rozpouštět 
látky nerozpustné v čistém disperzním prostředí. K rozpouštění polárních látek dochází na 
povrchu micely nebo v její těsné blízkosti a rozpouštění nepolárních látek se uskutečňuje 
v jádru. Molekuly s polární i nepolární částí se rozmisťují v micelách tak, že uhlovodíkové 
řetězce směřují dovnitř micely a hydrofilní skupiny do vodného prostředí. V důsledku 
zabudování molekul solubilizátu do micely a následného zvětšení objemu hydrofobního jádra 
dochází k růstu hmotnosti micel povrchově aktivních látek [17].  
2.3.4 CTAB 
Cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) je kationaktivní tenzid s kladným nábojem na 
atomu dusíku vyskytujícím se ve formě kvartérní amoniové soli [22]. Tento náboj umožňuje 
tvorbu komplexu s opačně nabitým polyelektrolytovým komplexem, kterým je například 
kyselina hyaluronová. Toto spojení by bylo možné využít k přípravě nanonosičů či mikronosičů 
za účelem cílené distribuce látek [23].  
N
+
CH3 CH3
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Obrázek č. 7: Strukturní vzorec CTAB [18] 
2.4 Kyselina hyaluronová 
Kyselina hyaluronová (HA, hyaluronic acid) byla poprvé objevena v roce 1934 Karlem 
Meyerem a Johnem Palmerem v očním sklivci skotu [24]. Název je odvozen z řeckého výrazu 
pro sklo „hyalos“ a uronové kyseliny, která je součástí molekuly. HA je vysokomolekulární, 
přirozeně se vyskytující biopolymer [25]. Patří mezi polysacharidy a je tak členem skupiny 
strukturou podobných polysacharidů označovaných jako polysacharidy pojivových tkání, 
mukopolysacharidy nebo glykosaminoglykany. Mezi tyto polysacharidy patří též chondroitin 
sulfát, keratan sulfát a heparin [24]. Často se využívá název hyaluronan, který odráží 
skutečnosti, že strukturou jde o lineární polyanion [25]. Hyaluronan je základním prvkem 
extracelulární matrix chrupavek a šlach [26]. Vyskytuje se ve většině pojivových tkání, 
v synoviální tekutině, v očním sklivci, pupeční šňůře a kuřecích hřebenech [25]. Hojně se 
využívá produkce kyseliny hyaluronové pomocí bakterií Streptococcus equi a Streptococcus 
zooepidemicus [24]. Molekula kyseliny hyaluronové (hyaluronanu) se vyznačuje kombinací 
vhodných vlastností – je biodegradabilní, biokompatibilní, bioresorbovatelná a bioaktivní [27].  
Díky těmto vlastnostem se kyselina hyaluronová využívá téměř ve všech oblastech medicíny, 
v kosmetickém průmyslu a v jiných oborech [28].  
2.4.1 Chemická struktura molekuly 
Z chemického hlediska je hyaluronan lineární nerozvětvený polysacharid složený 
z opakujících se disacharidových jednotek kyseliny D-glukoronové a N-acetylglukosaminu 
spojených střídavě β–1,4 a β–1,3 glykosidickými vazbami [24]. Stericky výhodnější 
ekvatoriální pozici umožňuje všem svým objemným skupinám glukóza v β-konfiguraci, 
zatímco ostatní malé vodíkové atomy zaujímají stericky méně výhodné axiální polohy. Díky 
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tomuto uspořádání je struktura disacharidové jednotky energeticky velmi stabilní [25]. 
Názornou strukturu kyseliny hyaluronové udává následující obrázek:  
 
Obrázek č. 8: Strukturní vzorec kyseliny hyaluronové [25] 
2.4.2 Struktura v roztoku  
Ve fyziologickém roztoku je páteř hyaluronanu vyztužena kombinací chemické struktury 
disacharidu vodíkovými vazbami a jejich interakcemi v rozpouštědle. Axiální vodíkové atomy 
vytvářejí nepolární (hydrofobní) část a ekvatoriální vodíky tvoří polární (hydrofilní) část. 
Roztoky hyaluronanu se vyznačují neobvyklými reologickými vlastnostmi a jsou mimořádně 
kluzké a velmi hydrofilní [25]. Jeho chování je v roztoku ovlivněno pH prostředím [29].  
Hyaluronan lze považovat za polyelektrolyt, který je schopen elektrolytické disociace a ve 
fyziologickém roztoku nese záporný náboj díky přítomnosti karboxylových skupin [24]. 
V roztoku má hyaluronan strukturu náhodně uspořádaného klubka. Tato struktura vzniká při 
nízkých koncentracích a je důsledkem již zmíněných reologických vlastností. Při vyšších 
koncentracích je viskozita roztoku velmi vysoká. Vysoká viskozita hyaluronanu umožňuje jeho 
využití v praxi jako mazivo. Extrémní lubrikační vlastnosti hyaluronanu dále nalézají uplatnění 
v medicíně při pooperačním srůstu [25]. Další uplatnění kyseliny hyaluronové jsou popsána 
v následujícím odstavci.  
2.4.3 Perspektivní aplikace HA 
Kyselina hyaluronová je součástí prakticky všech živých organismů. V lidském těle se 
nachází v chrupavkách, v nichž ji chondrocyty neustále syntetizují. Díky své viskózní a 
elastické povaze působí HA v chrupavkách jako tlumič nárazů. V experimentu osteoporózy 
bylo zjištěno, že přítomnost HA v kloubních chrupavkách snižuje artrické léze.  
Kyselina hyaluronová je také součástí očního sklivce a tak našla mnoho úspěšných uplatnění 
v oftalmologické chirurgii. Využívá se k udržení tvaru přední oční komory a zvyšuje viskozitu 
očních kapek.  
Ve vysokých koncentracích se HA vyskytuje v kůži a měkkých pojivových tkání. Z tohoto 
důvodu je vhodnou matricí k podpoře dermální regenerace. Kyselina hyaluronová se také 
úspěšně využívá v kosmetickém průmyslu [25].  
2.4.4 Hydrogely 
Kyselina hyaluronová je hydrofilní látka, která je schopna na sebe vázat vodu a je tedy 
vhodnou sloučeninou pro tvorbu hydrogelů. Hydrogely vzniklé na bázi HA jsou vhodné pro 
léčbu chronických onemocnění u pacientů s poruchou hojení ran, nejčastěji u onemocnění 
diabetes [27].  
  
17 
 
Hydrogely jsou obecně definovány jako trojrozměrné síťové struktury, které jsou schopné 
absorbovat velké množství vody [30]. Množství absorbované vody závisí na savosti hydrogelu 
a na jeho hydrofilních skupinách [31]. V důsledku svého uspořádání nejsou hydrogely obvykle 
příliš rozpustné [30]. Schopnost hydrogelů absorbovat vodu vychází z hydrofilních funkčních 
skupin navázaných na polymerní kostru, zatímco jejich odolnost proti rozpouštění má původ 
v příčných vazbách umístěných mezi řetězci sítě [32]. Vyskytují se přirozeně ve formě 
polymerních sítí (kolagen, želatina) nebo mohou být vyrobené synteticky. Hydrogely reagují 
na změny prostředí a to změnou svého objemu. Mezi tradiční podněty vyvolávající odezvu 
hydrogelů patří pH, teplota a iontová síla [30].  
V současné době je využití hydrogelů velmi populární a uplatňuje se v biomedicínských 
aplikacích při vývoji řízených nosičů léčiv, v tkáňovém inženýrství, v diagnostice a mnoha 
dalších oblastech výzkumu [32].  
2.5 Fluorescenční korelační spektroskopie 
Fluorescenční korelační spektroskopie (FCS) byla vyvinuta na počátku 70. let. Metoda je 
založena na pozorování jedné nebo více molekul, které průběžně difundují přes malý 
pozorovaný objem. Pozorovaný objem je definován zaostřeným laserovým paprskem a 
konfokálním otvorem. Výsledkem dynamického procesu difúze je analýza časově závislého 
kolísání intenzity fluorescence.  
Molekuly fluoroforu difundující do detekčního objemu jsou excitovány laserovým paprskem. 
Při vstupu molekuly do detekčního objemu dochází ke zvýšení intenzity fluorescence, naopak 
když molekula opustí detekční objem, dochází ke snížení intenzity fluorescence. Běžně mohou 
být také pozorovány přechody molekuly do tripletního stavu. Z korelační analýzy těchto 
fluktuací lze získat informaci o difúzním koeficientu daného fluoroforu [3].  
Fluorescenční korelační spektroskopie se využívá ve výzkumu in vivo a in vitro biologických 
systémů. Poskytuje informace o koncentraci látky, difúzním koeficientu fluoroforu, 
molekulárních interakcích, konformačních změnách molekul a dalších parametrech [33].  
2.5.1 Přístrojové uspořádání 
Fluorescenční korelační spektroskopie používá fluorescenční konfokální mikroskop většinou 
s vodní imerzí [34]. Vlivem pohybu samotných molekul dochází k volné difúzi ve vzorku [3]. 
Laserový paprsek excitačního světla je fokusován do daného vzorku a vytváří ohnisko, jehož 
velikost je limitována difrakcí. Fluorescenční záření excitovaných molekul je snímáno 
objektivem. Emisní záření je vlivem dichroického zrcadla a emisního filtru odděleno od 
excitačního záření. V detekční části optické dráhy je umístěna konfokální štěrbina, pinhole, o 
průměru 30 – 100 μm, která blokuje světlo pocházející z oblastí mimo ohniskovou rovinu [34]. 
Za pomoci uspořádání těchto optických podmínek vytváří pozorovaný objem útvar podobný 
elipsoidu, který je protažený podél optické osy. Velikost snímaného detekčního objemu je 1 fl 
(1 fl = 10-15 l). V případě, že koncentrace fluoroforu je 1 nM, pak se v detekčním objemu 
pohybuje průměrně 0,6 molekul. Průměrný počet molekul v detekčním objemu je určen 
koncentrací vzorku a tento počet je během experimentu konstantní. Kolísání průměrného počtu 
molekul v detekčním objemu je způsobeno fluktuací intenzity fluorescence pocházející z látek 
difundujících přes detekční objem [3].  
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Obrázek č. 9: Schéma epifluorescenčního mikroskopu s konfokální detekcí [3] 
2.5.2 Autokorelační funkce 
Autokorelační funkce je statistická analýza fluktuací fluorescenčního signálu [34]. Hodnota 
autokorelační funkce je dána průměrnou hodnotou intenzity fluorescence:  
           t
1
0
dtFtF
T
tFtFR
T
   , (3)  
kde  tF  značí intenzitu fluorescence v celkovém čase t,  tF značí intenzitu fluorescence 
po určité časové prodlevě,  značí průměrnou hodnotu v čase.  
Autokorelační funkce je dána součinem intenzity fluorescence s intenzitou fluorescence po 
určité časové prodlevě v průměrné hodnotě. Časová prodleva se nachází mezi 10-2 – 102 ms.  
Intenzita fluorescence může být vyjádřena jako okamžitá odchylka signálu od průměrné 
hodnoty intenzity, kde  tFδ  značí okamžitou odchylku. 
    tFFtF δ  (4)  
Jestliže jsou fluktuace intenzity pomalé, pak je intenzita fluorescence v celkovém čase 
srovnatelná s intenzitou fluorescence po dané časové prodlevě.  
Z fluktuujícího fluorescenčního signálu je možné určit autokorelační funkci  G  pro různé 
intervaly  .  
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Při nízké hodnotě   nabývá autokorelační funkce maxima, při vyšší hodnotě   se 
autokorelační funkce postupně snižuje. Intenzita fluorescence však na začátku intervalu nijak 
nesouvisí s intenzitou na konci [3]. Typický tvar autokorelační funkce znázorňuje následující 
obrázek:  
 
Obrázek č. 10: Autokorelační funkce [34] 
Aby bylo možné vhodně interpretovat naměřená data je potřeba popsat teoretický model 
fluktuací intenzity fluorescence. Jednotlivé fotony přicházející na detektor jsou v daném 
časovém intervalu zaznamenávány. Intenzita fluktuací je tak závislá na počtu detekovaných 
fotonů z každého fluoroforu. Fluorescenční korelační spektroskopie využívá parametr 
molekulární jas, který je definován následujícím způsobem: 
 QqB   , (7)  
kde B  je hodnota molekulárního jasu, q  je kvantová účinnost pro detekci emitovaných fotonů, 
  je účinný průřez absorpce světla a Q  je kvantový výtěžek fluoroforu. Molekulární jas je 
tedy počet fotonů prošlých detektorem za sekundu za daných optických podmínek. Oproti 
kvantovému výtěžku není molekulární jas vlastnost fluoroforu, ale závisí na přesných optických 
podmínkách včetně intenzity světla, účinnosti přístroje zachycovat světlo a schopnosti 
detektoru počítat jednotlivé fotony. Naměřená intenzita fluorescence je dána následujícím 
integrálem:  
         V, dtrCrIrCEFBtF  , (8)  
kde CEF  je celková účinnost přístroje, r  je umístění v prostoru,  rI  je intenzita excitace 
v určité poloze,  trC , je lokální koncentrace částic. Komplikovaně definovaná rovnice nám 
jen říká, že intenzita fluorescence je závislá na molekulárním jasu, účinnosti detekce přístroje, 
prostorovém rozložení záření a koncentraci fluoroforu.  
Excitované fluorofory jsou následně distribuovány v rovině x, y a podél optické osy z 
v trojrozměrném objemu [3]. Schéma znázorněno na obrázku:  
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Obrázek č. 11: Efektivní konfokální objem [3] 
Pro částice pohybující se volnou difúzí v konfokálním objemu nabývá autokorelační funkce 
tvaru Gaussovy křivky:  
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kde 
effV  je efektivní detekční objem a D  je difúzní čas, který nabývá poloviční hodnoty a 
označuje tak průměrnou dobu, po kterou se molekula zdržela v detekčním objemu. Efektivní 
detekční objem je definován: 
 
0
2
0
2
3
zwVeff   . (10)  
Difúzní čas souvisí s difúzním koeficientem fluoreskující molekuly podle následujícího 
vztahu:   
 
D
w
D

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2
0 . (11)  
Poté, co pomocí programu naměříme fluorescenční signál, vytvoříme autokorelační funkci a 
proložíme ji vhodnou teoretickou závislostí, získáme průměrný počet částic v detekčním 
objemu: 
  
CV
G
N eff
0
1
. (12)  
Ze známého parametru konfokálního objemu je možné určit koncentraci dané látky [34]. 
2.5.3 Kroskorelační funkce 
Na rozdíl od autokorelační funkce, která porovnává, zda se měřený signál ve svojí struktuře 
někde neopakuje, kroskorelační funkce vyhledává podobnost jednoho měřeného signálu 
s jiným signálem v daném časovém intervalu [33]. Kroskorelační funkce se uplatňuje při 
označení dvou druhů molekul pomocí dvou fluorescenčních barviv, která mají dostatečně 
odlišné emisní vlnové délky [34].  
  
21 
 
2.5.4 Časově rozlišené čítání fotonů 
Časově rozlišené čítání fotonů (TCSPC) je pulzní metoda založená na principu, že 
pravděpodobnost detekce jednoho fotonu v čase t po excitačním pulzu je přímo úměrný 
intenzitě fluorescence v tomto daném čase. Čím je větší počet zaznamenaných událostí, tím je 
větší přesnost vyhasínací křivky [1].  
2.5.5 Časově rozlišená FCS 
Časově rozlišená fluorescenční korelační spektroskopie (FLCS) je varianta klasické FCS, 
která umožňuje rozlišit ve směsi fluorofory s různou dobou života. Separace se provádí 
srovnáním každého fotonu s funkcí statistického filtru při výpočtu.  
Podstatou metody je excitace fluoroforu krátkými laserovými pulzy a zaznamenání každého 
fotonu dvěma časovými intervaly. První časový úsek zaznamenává dobu mezi posledním 
laserovým pulzem a zaregistrováním dalšího fotonu. Vyskytuje se v řádech pikosekund. Druhý 
časový úsek zaznamenává polohu fotonu v porovnání s dobou začátku experimentu. Vyskytuje 
se v řádech mikrosekund. Fotony jsou obvykle detekovány metodou TCSPC. Výstupem dat je 
seznam obsahující popsané časové intervaly.  
Časově rozlišená FCS je účinný nástroj pro zlepšení údajů FCS, odstranění šumu a zkreslení 
způsobené rozptýlením excitačního světla. Využívá se při dvoubarevné FCS pro oddělení 
autokorelační funkce jednotlivých složek směsi a pro oddělení FCS signálů ve výzkumu 
lipidovým membrán [35].  
2.5.6 FLIM 
Fluorescence-lifetime imaging microscopy (FLIM) je metoda poskytující měření, která jsou 
závislá na koncentraci použité sondy. Dochází k vytváření obrazu na základě dob života 
fluoroforu ve vzorku. Intenzita fluoroforu závisí na koncentraci. Nicméně doba života 
fluoroforu je na koncentraci nezávislá [3].  
FLIM se využívá v buněčné biologii k detekci a vizualizaci struktur a funkcí biologických 
systémů [36].  
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3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY  
Tato bakalářská práce se zabývá použitím difúzních technik ve studiu hydrogelů a koloidních 
systémů. Pro studium byla použita metoda fluorescenční korelační spektroskopie. Použitými 
fluorescenčními sondami byly ATTO 488 a nilská červeň.  
Jorge Bordello et al. v roce 2010 zkoumali, pomocí metody fluorescenční korelační 
spektroskopie, interakci neutrálního hydrofobního barviva Coumarinu 152 ve vodné fázi a ve 
fázi obsahující povrchově aktivní látku Triton X-100 tvořenou polárními 
polyethylenglykolovými řetězci a nepolárními aromatickými řetězci. Za účelem dosažení 
optimálních podmínek pro stanovení dynamiky reakčního procesu daného povrchově aktivní 
látkou a barvivem bylo nutno zajistit rovnováhu několika experimentálních parametrů 
vyskytujících se v použité metodě. Experiment prokázal, že studium hydrofobních interakcí 
v iontových koloidních systémech vyžaduje neutrální fluorescenční sondy, které však 
představují nižší molekulární jas, horší fotostabilitu a v mnoha případech vyžadují excitaci při 
nižších vlnových délkách ve srovnání s nabitými fluorescenčními sondami běžně používanými 
při metodě FCS. Bylo prokázáno, že poměr molekulárního jasu volně difundujícího barviva a 
barviva vázaného v micele, převyšující hodnotu jedna, vede k vysokým amplitudám již při 
nízkých koncentrací micely a má tak silný vliv na citlivost metody. Pečlivý výběr 
experimentálních podmínek tak umožnil získat difúzní vlastnosti s rozumnou přesností. Podle 
autorů, využití neutrálních a nabitých fluorescenčních barviv otevírá cestu k systematickému 
studiu dynamických procesů, které probíhají v řadě koloidních systémů [37]. 
Anne Techen et al. v roce 2012 zkoumali studium cílené distribuce léčiv prostřednictvím 
modelových systémů kationaktivního tenzidu CTAB a pufrovaného fyziologického roztoku 
(PBS) v interakci s fluorescenčními sondami 5-N-hexadecanoyl-aminofluoresceinem (HAF), 
2,10-bis(3-aminopropoxy)dibenzo[a,j]perylen-8,16-dionem (NIR 628) a 5(6)-
carboxyfluoresceinem (CF). V experimentu byly využity metody jednofotonové detekce 
zahrnující metodu FCS. Výsledky ukázaly, že prostředí PBS výrazně neovlivňuje fyzikální 
parametry fluorescenční sondy HAF. Naopak má tato sonda mnohem vyšší afinitu 
k micelárnímu prostředí CTAB a to více než sonda CF a je tudíž tak vhodná ke studiu 
nosičových systémů [38].  
Silviya Zustiak et al. v roce 2012 zkoumali pomocí metody FCS vliv vícenásobného 
rozptylu světla v rámci opticky hustého prostředí pomocí fluorescenční sondy ATTO 488 [39].  
Fatemeh Tabatabaei et al. v roce 2011 analyzovali různé faktory mající vliv na difúzní 
chování fluoroforu v polymerní síti hydrogelu. Fraktální charakter polymeru je příčinou toho, 
že fluorofor klouže podél obrysu polymerního řetězce a nedochází tak k difúzi. Teplotní vlny 
vyvolané pohybem polymeru umožňují desorpci fluoroforu do polymerní sítě kde může 
fluorofor volně difundovat [40]. 
Hajra Basit et al. v roce 2014 zkoumali lipidové dvojvrstvy jako všestranné modely schopné 
napodobovat klíčové vlastnosti buněčné membrány. Cílem bylo pochopit chování a úlohu 
lipidové membrány v buněčné struktuře, což by mohlo přispět při vývoji cílené distribuce léčiv. 
Ke studiu membránové dynamiky byla použita metoda FCS. Pro stanovení difúzního 
koeficientu bylo potřeba zřetelného vymezení pozorovaného prostoru. Měření probíhalo, 
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prostřednictvím z-skenu, v různých polohách podél osy z v konfokálním objemu, která je kolmá 
k rovině vzorku. Z-sken tak udává přesnou polohu vzorku a poskytuje informace o difúzi bez 
předchozí kalibrace. Pomocí z-skenu byla lokalizována přesná poloha roviny lipidové 
dvojvrstvy, byla změřena koncentrace fluoroforu a difúzní koeficient. Metoda FCS tak byla 
zvolena jako vhodná ke studiu membránové aktivity [41].  
Christoph M. Pieper a Jörg Enderlein v roce 2011 podali přehled o využití fluorescenční 
korelační spektroskopie pro měření rotačního pohybu makromolekul a předložili nový 
experimentální systém nazvaný Pulsed-interleaved excitation (PIE), který umožňuje měřit 
všechny myslitelné korelační křivky citlivou metodou FCS [42].  
Sarah M. Sterling et al. v roce 2013 zkoumali dynamiku fosfolipidové membrány 
prostřednictvím metody FCS. Autoři poukázali, že vhodnými modelovými buněčnými 
membránami pro studium biologických procesů se jeví fosfolipidové membrány, které 
usnadňují inkorporace proteinů do membrány. Došli k názoru, že vytvořený chitosan 
podporovaný membránou z dimyristoylfosfatidylcholinu (DMPC) je vhodným membránovým 
modelem a je tak atraktivní pro studium membránových procesů. Podle autorů musí být 
membrány charakterizovány zejména s ohledem na dynamiku fosfolipidů a teplotu fázového 
přechodu. Pomocí z-skenu FCS byl určen difúzní koeficient jako funkce teploty. Bylo zjištěno, 
že difúzní koeficienty jsou vyšší, než uvádí podobná studia, ačkoliv je třeba poznamenat, že 
měření byla provedena při nižší koncentraci fluoroforu [43].  
Takanori Kihara et al. v roce 2013 provedli měření difúzního chování biomolekul 
v extracelulární matrix produkované fibroblasty za použití metody fluorescenční korelační 
spektroskopie. Byly sledovány hodnoty difúzních koeficientů biomolekul o různých 
velikostech (1 – 10 nm) v kolagenovém gelu. Výsledky ukázaly, že difúzní koeficienty 
biomolekul v kolagenovém gelu za přítomnosti fibroblastů byly výrazně nižší než difúzní 
koeficienty biomolekul difundujících mimo kolagenový gel. Biomolekulární difúze je tedy 
omezena v blízkosti buněk s vysokou koncentrací kolagenových vláken [44].  
Apostolos Vagias et al. v roce 2014 použili metodu fluorescenční korelační spektroskopie 
ke studiu závislosti vnějších podmínek na dynamiku poly(n-isopropyl)akrylamidového 
(PNiPAAm) hydrogelu. Použitými fluorescenčními barvivy byly Alexa 647, Alexa 488 a 
Rhodamin 6G. V experimentu byly sledovány účinky zvolených vnějších podnětů na translační 
pohyb fluorescenčních barviv v hydrogelu. Různé podněty vedly k podstatným rozdílům 
jednotlivých interakcí [45].  
Longxi Xiao et al. v roce 2013 vyvinuli nový typ hydrogelu vhodného ke studiu 
poškozených tkání. Pro tvorbu syntetických hydrogelů byly použity zesíťované micely 
blokového kopolymeru (xBCM) složeného z amfifilního blokového kopolymeru, který se 
skládá z polyakrylové kyseliny (PAA) částečně modifikované 2-hydroxyethylen akrylátem a 
poly(n-butyl)akrylátem (PNBA). Kyselina hyaluronová byla modifikována radikálovou 
polymerací glycidylmethakrylátu (GMA). Vzniklý komplex (HAGMA) v prostředí xBCM 
vytvořil hydrogel obsahující kovalentně integrované micely (HAxBCM). V experimentu byla 
použita metoda FCS s fluorescenční sondou nilská červeň, která byla importována do micel. 
Difúzní analýza potvrdila kovalentní imobilizaci xBCM v sítích kyseliny hyaluronové. Ve 
srovnání s komplexem HAGMA jsou xBCM micely účinnější síťovací činidla a vzniklý 
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hydrogel je tak více elastický s modulem pružnosti 847 ± 43 Pa. Tento nový typ hydrogelu 
nachází uplatnění v oblasti řízené opravy patologicky degenerovaných tkání [46].  
Nadměrná exprese hyaluronidázy byla pozorována u mnoha typů rakoviny, což naznačuje, 
že může být užitečná pro diagnostiku. Tomuto tématu se věnovali Ryan M. Rich et al. v článku 
z roku 2012. Pro detekci hyaluronidázy použili techniku FCS. Makromolekuly hyaluronanu 
byly označeny fluoresceinaminem. V přítomnosti hyaluronidázy byl hyaluronan štěpen na dílčí 
fragmenty. Takovéto štěpení se projevovalo zvýšenou průměrnou rychlostí difúze, zvýšenou 
koncentrací jednotlivých fluorescenčních fragmentů a zvýšenou intenzitou fluorescence. 
Všechny tyto tři vlastnosti byly detekovány v průběhu měření FCS. Autoři prokázali, že FCS 
je vhodná ke kvantifikaci hladiny hyaluronidázy zjištěné v roztoku. Zvláště demonstrovali, že 
metoda je velmi citlivá již při nízkých koncentrací hyaluronidázy [47].  
David Schaeffel et al. v současném roce publikovali experiment, v němž poukazují na to, že 
měření metodou fluorescenční korelační spektroskopie může být výrazně ovlivněno způsobem 
fluorescenčního značení a disperzitou studovaných polymerů. Jako modelové roztoky byly 
v experimentu použity polystyren a polymethylmethakrylát syntetizovaný radikálovou 
polymerizací. Uvedené polymery byly fluorescenčně označeny dvojím způsobem a to jedním 
fluoroforem na konci řetězce polymeru nebo více fluorofory navázaných po celé struktuře 
polymeru. Naměřené autokorelační křivky byly přizpůsobeny nově odvozenému teoretickému 
modelu, který využívá Schulz-Zimmovu distribuční funkci k popisu polydisperzity systému. 
Výsledky ukázaly, že hodnoty polymerů, označených jedním fluoroforem na konci řetězce, se 
nacházejí v blízkosti Schulz-Zimmovy distribuční funkce. Naopak polymery s více navázanými 
fluorofory danému modelu neodpovídají. Platnost modelu byla porovnána s naměřenými daty 
a Brownovou dynamickou simulací, která prokázala, že zde hrají největší roli fitované 
parametry, index polydisperzity a průměrná hodnota molekulové hmotnosti polymerů [48].  
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  
Prvním cílem měření bylo získat informace o dobách života zvolených fluorescenčních sond 
ATTO 488 a nilské červeně v modelovém vzorku hydrogelu. Hydrofilní fluorescenční sonda 
ATTO 488 byla vybrána z důvodu silné absorpce, vysokému kvantovému výtěžku vzhledem 
k dostupné vlnové délce excitačního záření a především potlačení vzniku tripletního stavu. 
Hydrofobní sonda nilská červeň byla vybrána díky své silné absorpci a výborné rozpustnosti 
v organických rozpouštědlech. Informace o dobách života sondy ATTO 488 byly analyzovány 
v prostředí vody, v prostředí 0,15 M NaCl, 10 mM CTAB ve vodě, 10 mM CTAB v 0,15 M 
NaCl, 0,5% hyaluronanu ve vodě, 0,5% hyaluronanu v 0,15 M NaCl. Informace o dobách života 
sondy nilské červeně byly analyzovány v prostředí 10 mM CTAB ve vodě, 10 mM CTAB 
v 0,15 M NaCl. Druhým cílem bylo zjistit difúzní koeficienty jednotlivých fluorescenčních 
sond v daných prostředích. Na základě změřené vyhasínací křivky a po vyhodnocení 
naměřených dat bylo analyzováno prostředí, kde se pravděpodobně fluorescenční sonda 
navázala.  
4.1 Přístroje a vybavení  
4.1.1 MicroTime 200 
Kompletní konfokální mikroskop pro měření metodou fluorescenční korelační spektroskopie 
se skládá z inverzního mikroskopu, excitační jednotky, detekčního systému s jednofotonovou 
citlivostí, načasováním s pikosekundovým rozlišením a softwarem SymPhoTime 64 pro sběr a 
analýzu dat.  
Inverzní mikroskop sestává z mikroskopu Olympus IX 73. Mikroskop je vybaven transmisní 
osvětlovací jednotkou a sadou vysoce zaostřujících objektivů.  
Excitační systém se skládá ze série pulzních diodových laserů s pulzy v řádech pikosekund. 
Možné vlnové délky jsou 375, 405, 440, 470, 510 a 640 nm. Laserové hlavy jsou integrovány 
do jedné laserové jednotky (LCU).  
Detekční systém obsahuje čtyři nezávislé detektory. První dva jsou typu τ-SPAD se 
spektrálním rozmezí 400 – 1000 nm a se šumem pod 100 cnts·s-1. Druhé dva jsou typu PDM-
SPAD se stejným spektrálním rozmezí 400 – 1000 nm ale se šumem pod 250 cnts·s-1.  
Časově rozlišená mikroskopie vyžaduje pozici fotonů v čase a v prostoru. Pro tento účel se 
využívá metody Time-Tagged Time-Resolved (TTTR), která je variantou klasického čítání 
fotonů (TCSPC). Systém je dále vybaven CCD kamerou.  
Přístroj umožňuje měření následujících metod: fluorescenční korelační spektroskopie (FCS), 
časově rozlišené fluorescenční korelační spektroskopie (FLCS), Försterův rezonanční přenos 
energie (FRET), FLIM, měření dob života a měření anizotropie.  
4.2 Použité programy 
SymPhoTime 64 – integrovaný software pro sběr a analýzu dat časově rozlišené fluorescence 
(PicoQuant GmbH) 
Microsoft Excel – software pro vyhodnocení dat 
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4.3 Použité chemikálie 
Chemikálie Výrobce Specifikace 
NaCl chlorid sodný 
Lach-Ner, s.r.o 
CAS: 7647-14-5 
č. šarže: 06278 
voda  
Milipore academic 
 
CTAB cetyltrimethylamonium bromid 
Sigma-Aldrich 
CAS: 57-09-0 
č. šarže: 059K0041 
Hyaluronan sodný 
500–750 kDa 
sodium hyaluronate 
Contipro Biotech s.r.o 
Mr = 639 kDa 
č. šarže: 213-4245 
Hyaluronan sodný 
1500–1750 kDa 
sodium hyaluronate 
Contipro Biotech s.r.o 
Mr = 1669 kDa 
č. šarže: 2013-4722 
ATTO 488  
Sigma-Aldrich 
 
Nilská červeň  
Sigma-Aldrich 
CAS: 7385-67 3 
č. šarže: BCBK2559V 
Aceton  
Sigma-Aldrich 
CAS: 67-64-1 
č. šarže: 1308200810 
DMSO  
Fluka Analytical 
CAS: 67-68-5 
č. šarže: 1468197V 
Rhodamin 6G  
Sigma-Aldrich 
CAS: 989-38-8 
č. šarže: MKBF7515V 
4.4 Pracovní postupy  
4.4.1 Příprava zásobního fyziologického roztoku 
Modelový fyziologický roztok NaCl o koncentraci 0,15 M byl připraven rozpuštěním 8,766 g 
NaCl v 1 000 cm3 vody. Roztok byl uchováván při laboratorní teplotě.  
4.4.2 Příprava zásobního roztoku CTAB  
Potřebné množství tenzidu bylo naváženo na analytických vahách a doplněno vodou nebo 
0,15 M NaCl na objem 100 cm3. Výsledné koncentrace tenzidu byly 10 mM a 200 mM. Roztoky 
byly dále uchovávány při laboratorní teplotě.  
4.4.3 Příprava zásobního roztoku HA 
Molekulová hmotnost hyaluronanu byla zvolena 500–750 kDa a 1 500–1 750 kDa. Přesné 
molekulové hmotnosti jsou 639 kDa a 1 669 kDa. Potřebné množství HA bylo naváženo na 
analytických vahách a doplněno na požadovaný objem 100 cm3 vodou nebo zásobním roztokem 
0,15 M NaCl. Výsledné koncentrace HA byly 0,5% a 2%. Pro důkladné rozpuštění byl roztok 
ponechán do druhého dne na magnetické míchačce. Následně byl roztok uchováván v chladu.  
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4.4.4 Příprava fluorescenční sondy ATTO 488 
Zásobní roztok ATTO 488 o koncentraci 1,38·10-5 mol·dm-3 byl připraven v Milli Q a roztok 
byl uchováván v chladu.  
4.4.5 Příprava fluorescenční sondy nilské červeně 
Zásobní roztok nilské červeně o koncentraci 8,04·10-6 mol·dm-3 byl připraven v acetonu a 
roztok byl uchováván v chladu.  
4.4.6 Příprava hydrogelů 
Potřebné množství sondy bylo napipetováno do suché čisté vialky a rozpouštědlo bylo 
odpařeno na vzduchu. Po odpaření rozpouštědla byl napipetován vzorek tenzidu CTAB a roztok 
byl ponechán 24 hodin na míchačce. Poté byl přidán roztok hyaluronanu a za účelem 
důkladného promíchání byl roztok vložen na třepačku Vortex. Následně byl roztok ponechán 
24 hodin při laboratorní teplotě. Celkový objem roztoku činil 6 ml. Množství vytvořeného gelu 
na dně vialky bylo vizuálně odhadnuto na 0,25 ml.  
4.4.7 Příprava roztoků pro fluorescenční měření 
Pro fluorescenční měření byly připraveny vzorky jednotlivých sond a to vždy v jednotlivých 
prostředích.  
Nejprve byla do vialky pipetována sonda ATTO 488 o koncentraci 10-8 a 10-9 M ve vodném 
prostředí, v prostředí 0,15 M NaCl, 10 mM CTAB ve vodě, 10 mM CTAB v 0,15 M NaCl, 
0,5% hyaluronanu ve vodě a 0,5% hyaluronanu v 0,15 M NaCl. Metodou fázové separace byly 
také připraveny gely o stejné koncentraci.  
Poté byla připravena sonda nilská červeň o koncentraci 10-8 a 10-9 M v prostředí 10 mM 
CTAB ve vodě a 10 mM CTAB v 0,15 M NaCl. Stejným způsobem jako u předchozí sondy 
byly připraveny gely a to o koncentracích 10-8, 10-9 M.  
4.5 Nastavení přístroje 
Nastavení přístroje bylo provedeno zaostřením všech optických prvků na základě vlnové 
délky excitačního paprsku. Před měřením vlastních vzorků byla pomocí metody TCSPC 
zjištěna funkce přístrojové odezvy (IRF), která byla změřena s vyřazeným emisním filtrem. 
Vlastní měření již proběhlo se zvoleným emisním filtrem. Nastavení přístroje pro jednotlivé 
fluorescenční sondy znázorňuje následující tabulka:  
Tabulka č. 1: Nastavení přístroje pro jednotlivé fluorescenční sondy 
Sonda Excitace (nm) Dichroické zrcadlo Emisní filtr 
ATTO 488 470 470/635 520/35 
Nilská červeň 510 514/640 690/70 
Rhodamin 6G 510 514/640 550/49 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE  
Na začátku experimentu bylo nutné prostudovat chování použitých fluorescenčních sond 
v jednotlivých prostředích. Fluorescenční hydrofilní sonda ATTO 488 byla zvolena kvůli 
potlačení vzniku tripletního stavu a byla tedy studována ve vodném prostředí, v prostředí 
0,15 M NaCl, 10 mM CTAB ve vodě, 10 mM CTAB v 0,15 M NaCl, 0,5% hyaluronanu ve 
vodě a 0,5% hyaluronanu v 0,15 M NaCl. Fluorescenční hydrofobní sonda nilská červeň byla 
analyzována v micelárním roztoku 10 mM CTAB ve vodě a 10 mM CTAB v 0,15 M NaCl. 
Individuálně byla analyzována veškerá prostředí vyskytující se v komplexním hydrogelovém 
systému jako je voda, 0,15 M NaCl, tenzid a hyaluronan. Metodou fázové separace byly také 
připraveny hydrogelové systémy za použití zvolených sond. Každý roztok byl třikrát změřen a 
poté byl analyzován.  
V první řadě bylo nutno připravit zásobní roztok o přesné koncentraci fluorescenční sondy. 
Pomocí přístroje UV-VIS U-3900H spektrofotometru HITACHI byla naměřena absorpční 
spektra dané fluorescenční sondy. Pro tuto sondu byl v literatuře zjištěn molární extinkční 
koeficient a na základě Lambert-Beerova zákona, určujícího míru absorpce látky, byla 
vypočítána hledaná koncentrace dané fluorescenční sondy. Ředěním bylo dosaženo 
požadované koncentrace 10-8 a 10-9 M.  
Nanášení jednotlivých roztoků na sklíčko mikroskopu bylo provedeno pomocí pipety. 
Vytvořené gely byly vyjmuty pomocí nerezové špachtle ze dna vialky a naneseny na podložní 
sklíčko a opatrně byly rozprostřeny po sklíčku. Pozornost byla věnována tomu, aby se při 
rozprostření gelu po skle nevytvořilo velké množství bublin. Takto nanesený gel byl přiklopen 
pomocí druhého podložního sklíčka. Účelem bylo zabránění vysychání gelu. Metoda se 
prokázala být vhodná. Druhou možností nanášení gelů bylo použití víčka eppendorfovy 
zkumavky. Víčko bylo odstřiženo od těla eppendorfovy zkumavky a bylo vyplněno gelem po 
celé ploše až po okraj. Tímto způsobem připravený gel byl vložen na podložní sklíčko a byl 
změřen. Experimentálně bylo zjištěno, že obě metody poskytují stejné výsledky avšak u první 
varianty je potřeba dávat pozor, abychom neměřili na mezifázovém rozhraní, ale abychom 
soustředili zaostření přímo do gelu, což si můžeme ověřit vzrůstem intenzity fluorescence 
pomocí metody Time Trace. U druhé metody je zapotřebí opět věnovat pozornost zaostření do 
gelu a ne na sklo, navíc zde hrozí riziko měření na okraji víčka, a proto je důležité se opět 
přesvědčit o správnosti zaostření.  
Po nanesení vzorku byla pomocí mikroskopu nalezena požadovaná oblast a objektivem bylo 
na toto místo zaostřeno. Prostřednictvím programu byla vytvořena FLIM analýza, rozlišení této 
analýzy bylo v jednotkách nanometrů. Nejprve se provedlo měření „Fast FLIM“, čímž byly 
jednotlivé oblasti skenovány ve všech osách. V rámci této analýzy bylo možné nastavení 
parametru „Dwell time“, což je čas ve kterém se skener zdržuje jen na jednom pixelu a také 
bylo umožněno nastavení skenu v jednom směru nebo ve směru obousměrném pomocí nabídky 
„mono/bidirectional scan“. Následující obrázek znázorňuje FLIM analýzu fluorescenční sondy 
nilské červeně v gelu a pomocí barevné škály ukazuje rozložení relativních četností dob života. 
Tímto způsobem jsme si ověřili homogenitu vzorku hydrogelu.  
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Obrázek č. 12: FLIM analýza fluorescenční sondy nilské červené v gelu 
U gelových systémů však bylo nutné nalézt rozhraní hydrogelu a sklíčka. Po nalezení tohoto 
rozhraní byla FCS křivka gelu měřena těsně nad sklíčkem. V případě, že bychom se nacházeli 
příliš hluboko v gelu, tak by excentricita byla příliš vysoká a mnoho částic by nám dělalo 
špatnou korelaci. Nalezené rozhraní gelu a sklíčka znázorňuje následující obrázek:  
 
Obrázek č. 13: Nalezené rozhraní v hydrogelovém systému 
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V rámci experimentu byla provedena analýza anizotropie, která poskytuje informace o volné 
rotaci molekul a je důkazem homogenity systému. V této analýze bylo možné nastavení 
parametru G faktor, který určuje, jak přístroj nakládá s různými směry polarizace a mimo jiné 
také určuje, jakým způsobem by měly reagovat detektory. Pro výpočet anizotropie byl G faktor 
stanovený pomocí volné rotace molekuly na Rhodamin 6G ve vodě. Následující obrázek 
znázorňuje ukázku analýzy anizotropie fluorescenční sondy nilské červeně v gelu:  
 
Obrázek č. 14: Ukázka analýzy anizotropie fluorescenční sondy nilské červeně v gelu 
 
Obrázek č. 15: Distribuce dat analýzy anizotropie sondy nilské červeně v gelu 
Ve vodném prostředí byla očekávaná prakticky volná anizotropie s distribucí dat symetricky 
rozložených kolem nuly. Z předešlého grafu je patrné, že distribuce dat se pohybuje kolem 
hodnoty 0,16 a z toho vyplývá, že tento stav není příliš rigidní, ale není to úplně volná rotace 
molekuly. Příčinou tohoto rozložení dat je pravděpodobně malé množství analyzovaných 
molekul.  
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Z grafického zobrazení analýzy anizotropie je patrné, že hodnoty 0 až 0,4 udávají zastoupení 
anizotropie a je tak vidět, že systém je homogenní a že měření neprobíhalo příliš hluboko v gelu 
a ani u skla, tak aby došlo k odrazu paprsku. V našem případě byla analýza anizotropie použita 
za účelem získání informací o homogenitě studovaného gelového systému s fluorescenční 
sondou nilská červeň.  
Samotné měření jednotlivých vzorků roztoků probíhalo po dobu 10 min. Pro vodné roztoky 
bylo zjištěno, že tato doba je přebytečně dlouhá, neboť roztok vykazoval stále stejné vlastnosti 
a intenzitu fluorescence i po kratší době a tudíž je možné vodné roztoky měřit kratší dobu. Pro 
ostatní roztoky byla zvolená doba vyhovující, avšak bylo potřeba si dávat pozor na možné 
vysychání vzorku. Gelové systémy jsou komplikované struktury a oproti vodným roztokům 
vyžadují dlouhodobější měření. U těchto systémů bylo zapotřebí vzít v úvahu možné 
fotovybělování vzorku, což bylo kontrolováno změnou intenzity během měření. V našem 
případě byly veškeré hydrogely měřeny po dobu 15 min a během této doby nedocházelo ke 
změnám intenzity fluorescence a tato doba byla tedy dostatečná.  
Vhodná doba měření je také závislá na koncentraci vzorku. Měřením bylo zjištěno, že při 
koncentraci 10-8 M se v konfokálním objemu pohybovaly řádově desítky molekul a v případě 
koncentrace 10-9 M se v konfokálním objemu pohybovaly řádově jednotky molekul, které jsou 
optimální při měření metodou fluorescenční korelační spektroskopie.  
5.1 Vyhodnocování naměřených dat  
Základem pro měření a vyhodnocení je program SymPhoTime 64. Naměřená data jsou 
uložena do složky ve formátu „.sptw“. Výhodou tohoto datového uspořádání je možnost provést 
více typů analýz na jednom balíku naměřených dat a vyhodnotit tak celkovou dobu života 
fluoroforu ve vzorku. Pomocí programu byla data interpretována na základě zvolené analýzy.  
Před samotným vyhodnocováním naměřených dat bylo nutno provést kalibraci konfokálního 
objemu. Kalibrace konfokálního objemu je nezbytná procedura pro měření metodou FCS, 
protože laserový paprsek osvítí jen určitou část konfokálního objemu, v němž se nacházejí 
difundující molekuly. Kalibrace systému byla provedena pomocí analýzy FCS kalibrace. 
Na základě Stokes-Einsteinovy rovnice je možné si všimnout, že difúzní koeficient není 
konstanta, ale je závislý na teplotě. Tabelované difúzní koeficienty různých fluoroforů je možné 
nalézt publikované v literatuře. Důležitými parametry získanými metodou FCS kalibrace jsou 
efektivní (konfokální) objem 
effV  a excentricita κ. Hodnota zmíněné excentricity udává 
odchýlení konfokálního objemu od koule a zároveň tak hýbe s celou velikostí konfokálního 
objemu. Získané parametry jsou použity pro následné vyhodnocování naměřených dat. 
V našem případě byla provedena kalibrace sondou ATTO 488 ve vodném prostředí 
o koncentraci 10-9 M a kalibrace pomocí sondy Rhodaminu 6G ve vodném prostředí o stejné 
koncentraci. Pro naše nastavení přístroje byl efektivní objem u sondy ATTO 488 zkalibrován 
na hodnotu 0,63 fl a excentricita na 7,56; efektivní objem u sondy nilská červeň byl zkalibrován 
na 0,9 fl a excentricita na 8,67. Správná kalibrace konfokálního objemu je předpokladem pro 
správné určení koncentrace a difúzních koeficientů studovaného systému.  
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5.1.1 TCSPC analýza 
TCSPC analýza poskytuje informace o dobách života a jejich relativním zastoupení daného 
fluoroforu. Data poklesu intenzity se skládají ze tří křivek. Jedná se o křivku naměřených dat, 
funkci přístrojové odezvy (IRF) a proloženou funkci poklesu intenzity. V histogramu se na 
ose x nachází časové intervaly a osa y znázorňuje počet fotonů detekovaných pro určitý časový 
interval.  
Funkce přístrojové odezvy je odezva detektoru na nulovou dobu života vzorku. Tato křivka 
je typicky změřena pomocí této metody před měřením vlastních vzorků. Pro zajištění přesnosti 
výsledků při vyhodnocování bylo změřeno IRF individuálně pro každý detektor zvlášť, protože 
detektory nejsou úplně stejné. Při měření se křivka nechala vystoupat do očekávané intenzity 
fluoroforu a následně byla tato křivka při analýze vyjmuta. Ukázku dvou naměřených IRF 
křivek pro dva různé detektory znázorňuje následující obrázek:  
 
Obrázek č. 16: Ukázka dvou naměřených IRF křivek pro dva různé detektory 
Naměřený pokles intenzity znázorňuje počet detekovaných fotonů a největší počet je 
v kanálu maxima intenzitního poklesu. V logaritmickém měřítku má tento pokles tvar přímky. 
Maximum křivky na ose y tedy reprezentuje počet fotonů zaznamenaných detektorem mezi 
jednotlivými pulzy laseru.  
Proložená funkce poklesu intenzity, obvykle označovaná jako fitovaná funkce, reprezentuje 
konvoluci naměřeného poklesu intenzity s křivkou odezvy přístroje. V monoexponenciálním 
modelu získáme přímo dobu života fluoroforu, v multiexponenciálním modelu získáme navíc 
informace související se zastoupením jednotlivých časů.  
Při vyhodnocování TCSPC analýzou byl pozorován parametr χ2 [„chí“] kvadrát neboli 
normalizovaná průměrná hodnota reziduí, který udává rozdělení pravděpodobnosti a jeho 
hodnota by se měla pohybovat okolo 1. Dále byla pozorována reziduální analýza, která udává 
standardní odchylku a její rozložení bodů by mělo náhodně kopírovat osu x. A také byly 
pozorovány amplitudy, které udávají zastoupení jednotlivých dob života. Pokud vzorek bude 
vykazovat více než jednu dobu života a jejich hodnoty si budou navzájem podobné, tak 
reziduální analýza prokáže systematickou odchylku a rozložení bodů nebude kopírovat osu x. 
V tomto případě je nutné zvolit multiexponenciální model.  
Na obrázku č. 17 je křivka naměřených dat znázorněna modře, funkce přístrojové odezvy 
červeně a proložená funkce poklesu intenzity černě.  
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Grafické znázornění monoexponenciální křivky s příslušející reziduální analýzou je 
zobrazeno na následujících dvou obrázcích:  
 
Obrázek č. 17: Monoexponenciální křivka 
 
Obrázek č. 18: Reziduální analýza monoexponenciální křivky 
Po provedení TCSPC analýzy jsme získali informace o dobách života a jejich relativním 
zastoupení. Pro obě analyzované koncentrace byly metodou vypočteny majoritní doby života, 
které se pohybovaly kolem 4 ns a měly malou směrodatnou odchylku a výrazné procentuální 
zastoupení. V prostředí vody, soli a hyaluronanu měly vedlejší doby života nízké hodnoty oproti 
majoritním dobám, tyto hodnoty byly zanedbatelné a jejich procentuální zastoupení je 
znázorněno v následujících dvou grafech. Následující grafy znázorňují doby života sondy 
ATTO 488 pro koncentraci 10-8 M a 10-9 M:  
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Obrázek č. 19: Graf znázorňující doby života sondy ATTO 488 pro koncentraci 10-8 M 
 
Obrázek č. 20: Graf znázorňující doby života sondy ATTO 488 pro koncentraci 10-9 M 
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V případě hydrofilní fluorescenční sondy ATTO 488 byla ve vodném prostředí 
předpokládaná jedna doba života, jejíž hodnota byla nalezená v literatuře a běžně je udávaná 
výrobcem dané fluorescenční sondy. Pro obě uvedené koncentrace byl tento předpoklad 
potvrzen. Doba života sondy ATTO 488 ve vodném prostředí vyšla 4,2 ns a měla převládající 
procentuální zastoupení a malou odchylku od průměrné hodnoty. Fluorescenční sonda tedy 
neinteragovala s vodným prostředím a došlo k prosté difúzi. Stejná situace nastala v prostředí 
0,15 M NaCl v obou koncentracích, kde nebyla zaznamenána změna doby života interakcí 
sondy se sodnými nebo chloridovými ionty. V prostředí 0,5% hyaluronanu ve vodě byla 
očekávána delší doba života sondy jako důsledek částečné viskozity prostředí daného roztoku. 
Tato viskozita však nezpůsobila zpomalení difúze a je tedy možné se domnívat, že ačkoliv je 
viskozita hyaluronanu větší než viskozita vody, jejich mezimolekulové prostory jsou si 
navzájem podobné a sonda tak nebyla viskozitně zadržována. Koncentrovanější roztok by 
pravděpodobně poskytoval jiné hodnoty dob života. Prostředí 0,5% hyaluronanu v 0,15 M NaCl 
tvořilo, díky přítomnosti sodných iontů, pravý roztok oproti hyaluronanu ve vodě a i zde byl 
potvrzen předpoklad jedné doby života s nepatrnou odchylkou od průměrné hodnoty. 
Na základě posouzení relativního zastoupení jednotlivých dob života je z uvedených grafů 
patrné, že dvě doby života se vyskytovaly v prostředí CTAB ve vodě, CTAB v 0,15 M NaCl a 
u gelů. V těchto prostředích má kratší doba života průměrně hodnotu 1,2 ns a z hlediska 
intenzity a relativního zastoupení je tato doba nevýznamná. Pravděpodobným vysvětlením 
existence kratší doby je, že hydrofilní sonda ATTO 488 není inkorporovaná v jádru micely, ale 
je navázaná na kladnou strukturu CTAB s níž elektrostaticky interaguje a vzniklý komplex 
sondy a CTAB způsobuje zhášení. Při tomto procesu dojde k deaktivaci molekuly, nejdelší 
frakce molekul je zhášena a dojde tak k ovlivnění v nejdelších časech, což se projeví na snížení 
celkového času. Navázání na oblast náboje tak způsobilo malé poklesy střední doby života.  
V případě hydrofobní fluorescenční sondy nilská červeň se průměrná hodnota doby života 
pohybovala okolo 3 ns. Při vyhodnocování dob života metodou TCSPC byla z počátku 
pozorována vysoká hodnota normalizované průměrné hodnoty reziduí a po navýšení parametrů 
byla matematicky vypočítána a následně zaznamenána záporná amplituda udávající relativní 
zastoupení jednotlivých dob života. Záporná amplituda exponenciální křivky ve fluorescenci 
může obecně znamenat narůstající komponentu intenzity. Běžně je možné se s ní setkat při 
analýze dohasínacích křivek měřené přes polarizátory nebo může být výsledkem kinetiky 
nějakého dalšího procesu odehrávajícího se v excitovaném stavu současně s fluorescencí. 
V našem případě je pravděpodobnější, že záporná amplituda je pouhým následkem numerické 
nestability softwaru a její studium se jeví velmi zajímavým pro další experimenty a bude tak 
navrženo k dalšímu prozkoumání.  
5.1.2 FCS analýza 
FCS analýza poskytuje podrobnější informace o chování fluoroforu v daném systému 
prostřednictvím parametrů souvisejících s pohybem molekul v jednotlivých prostředích. Po 
otevření analýzy v programu je nutné nechat data kroskorelovat mezi dva detektory, čímž 
získáme mnohem přesnější výsledky než při měření pouze na jeden detektor. Zároveň je vhodné 
odstranit veškerý šum pozadí pomocí označení nabídky „Enable“ v záložce „Background 
Correction“. Po kalkulaci naměřených dat se zobrazí samotná FCS křivka, která má sigmoidní 
tvar a je připravena k fitování.  
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Následně máme možnost zvolit několik matematických modelů, např. prostá difúze, triplet, 
triplet kombinovaný s libovolným počtem difúzních časů apod. Postup je zde stejný jako u 
TCSPC analýzy i zde přihlížíme k amplitudám, reziduální analýze a χ2 kvadrátu. Tímto 
způsobem vyhodnocení postupujeme u všech dalších vzorků.  
Výsledky vyhodnocení metodou FCS fluorescenční sondy ATTO 488 jsou shrnuty 
v následujících dvou tabulkách, kde ρ 1 a ρ 2 jsou relativní zastoupení, D 1 a D 2 (μm2s-1) jsou 
difúzní koeficienty a τTrip (μs) je tripletní čas.  
Tabulka č. 2: Analyzované hodnoty fluorescenční sondy ATTO 488 o koncentraci 10-8 M 
 c =  10-8 M ρ 1 ρ 2 D 1 (μm2s-1) D 2 (μm2s-1) τTrip (μs) 
voda 0,17 ± 0,00 – 353 ± 8 – 12 ± 1 
0,15 M NaCl 0,18 ± 0,01 – 340 ± 4 – 12 ± 2 
HYA ve vodě 0,18 ± 0,00 – 304 ± 2 – 14 ± 1 
HYA v 0,15 M NaCl 0,18 ± 0,00 – 324 ± 4 – 12 ± 0 
CTAB ve vodě 0,19 ± 0,01 – 55 ± 2 – 3 ± 0 
CTAB v 0,15 M NaCl 0,18 ± 0,01 – 288 ± 10 – 9 ± 2 
gel 0,07 ± 0,03 0,02 ± 0,00 180 ± 24 42 ± 3 3 ± 0 
Tabulka č. 3: Analyzované hodnoty fluorescenční sondy ATTO 488 o koncentraci 10-9 M 
c =  10-9 M  ρ 1 ρ 2 D 1 (μm2s-1) D 2 (μm2s-1) τTrip (μs) 
voda 1,80 ± 0,06 – 363 ± 15 – 15 ± 6 
0,15 M NaCl 1,77 ± 0,04 – 345 ± 6 – 13 ± 1 
HYA ve vodě 1,70 ± 0,02 – 307 ± 5 – 12 ± 3 
HYA v 0,15 M NaCl 1,57 ± 0,03 – 313 ± 5 – 13 ± 2 
CTAB ve vodě 1,61 ± 0,03 – 60 ± 0 – 4 ± 0 
CTAB v 0,15 M NaCl 1,58 ± 0,11 – 273 ± 8 – 12 ± 2 
gel 0,65 ± 0,01 0,02 ± 0,00 59 ± 9 4 ± 0 4 ± 2 
Hodnoty relativního zastoupení udávají pravděpodobnostní rozdělení jednotlivých difúzních 
koeficientů. Difúzní koeficienty nám v tomto případě poskytují informaci o viskozitě prostředí, 
čím je větší hodnota difúzního koeficientu, tím je méně viskózní prostředí. Z výsledků je patrné 
potvrzení předpokladu, že roztoky hyaluronanu jsou viskóznější oproti samotnému vodnému a 
fyziologickému prostředí a v obou koncentracích fluorescenční sondy si jsou jejich tripletní 
časy navzájem podobné. Dále je možné si všimnout výrazného poklesu difúzního koeficientu 
v prostředí CTAB ve vodě. Vzniklý pokles je přisuzován přítomnosti micel, které umožňují 
elektrostatickou interakci fluorescenční sondy s hydrofilní částí micely a zmíněná interakce tak 
způsobuje zpomalování pohybu sondy v roztoku. Po následném vypočítání a zprůměrování 
naměřených dat pomocí softwaru, získáme nižší hodnotu difúzního koeficientu a tripletního 
času v porovnání s vodným prostředím. Ve srovnání s prostředím CTAB ve vodě došlo 
k výraznému zvýšení difúzního koeficientu v prostředí CTAB ve fyziologickém roztoku, kde 
je pravděpodobná interakce fluorescenční sondy s ionty soli. V iontovém roztoku ionty působí 
pulzy a tak následně urychlují pohyb sondy. Z výsledků je dále patrné, že molekuly sondy 
obecně putují snáze fyziologickým roztokem než vodným prostředím. V případě gelového 
vzorku je možné si všimnout opětovného snížení difúzního koeficientu, jehož příčinou může 
být přítomnost micel nebo sterické efekty, které brání molekule ve volném pohybu prostředím. 
U gelových systémů byl také pozorován tripletní čas a z důvodu zjevné nestability systému byl 
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u gelu při vyhodnocování zvolen sofistikovaný model „Triplet Extended 3D“, který popisuje 
difúzi ovlivněnou přítomností tripletního stavu a je navíc rozšířen o koeficient s nelineárním 
vztahem mezi středním kvadratickým posunem částice a časem.  
 
Obrázek č. 21: Graf naznačující rozložení difúzních koeficientů mezi jednotlivými vzorky 
s fluorescenční sondou ATTO 488 o koncentraci 10-8 M 
 
Obrázek č. 22: Graf naznačující rozložení difúzních koeficientů mezi jednotlivými vzorky 
s fluorescenční sondou ATTO 488 o koncentraci 10-9 M 
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Výsledky vyhodnocení metodou FCS fluorescenční sondy nilská červeň jsou shrnuty 
v následujících dvou tabulkách, kde ρ je relativní zastoupení, τDiff (ms) je difúzní čas 
charakterizující rychlost pohybu molekul daným prostředím, D (μm2s- 1) je difúzní koeficient a 
τTrip (μs) je tripletní čas.  
Tabulka č. 4: Analyzované hodnoty fluorescenční sondy nilská červeň o koncentraci 10-8 M 
c =  10-8 M  ρ  τDiff  (ms) D (μm
2s-1) τTrip (μs) 
CTAB ve vodě 0,07 ± 0,00 0,29 ± 0,01 60 ± 4 – 
CTAB v 0,15 M NaCl 0,08 ± 0,00 0,21 ± 0,00 84 ± 1 – 
gel  0,03 ± 0,00 2,24 ± 0,09 8 ± 0 0,61 ± 0,77 
Tabulka č. 5: Analyzované hodnoty fluorescenční sondy nilská červeň o koncentraci 10-9 M 
c =  10-9 M  ρ  τDiff  (ms) D (μm
2s-1) τTrip (μs) 
CTAB ve vodě 0,25 ± 0,01 0,28 ± 0,01 63 ± 3 – 
CTAB v 0,15 M NaCl 0,66 ± 0,03 0,21 ± 0,01 84 ± 3 – 
gel  0,37 ± 0,01 2,19 ± 0,02 8 ± 0 1,43 ± 0,61 
Z předcházejících dvou tabulek je patrné, že difúzní koeficienty mají v obou koncentracích 
fluorescenční sondy v prostředí CTAB ve vodě podobnou hodnotu a v prostředí CTAB ve 
fyziologickém roztoku stejnou hodnotu. V těchto systémech je předpokládáno, že hydrofobní 
sonda nilská červeň je inkorporována uvnitř micely a pohybuje se s ní, v prostředí 
fyziologického roztoku je možná interakce sondy s ionty. Na základě Stokes-Einsteinovy 
rovnice byl vypočítán poloměr molekuly a bylo zjištěno, že tento poloměr odpovídá 
hydrodynamickému poloměru micely. V případě gelového systému byl pozorován výrazný 
pokles difúzního koeficientu, což je důsledek viskozity prostředí. Následující graf znázorňuje 
difúzní koeficienty v jednotlivých prostředích o různé koncentraci fluorescenční sondy:  
 
Obrázek č. 23: Graf naznačující rozložení difúzních koeficientů mezi jednotlivými vzorky 
s fluorescenční sondou nilská červeň o koncentraci 10-8 M (žlutě) a 10-9 M (zeleně)  
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5.1.3 FLCS analýza 
FLCS analýza umožňuje rozlišit ve směsi fluorofory s různou dobou života prostřednictvím 
srovnání statistických filtrů a také rozlišuje prostředí, ve kterém se nachází jeden jediný 
fluorofor. Výhodou této analýzy je potlačení šumu detektorů, světla z prostředí a 
tzv. afterpulsingu způsobeného zpětnou vazbou fotonu na detektor.  
Vyhodnocení metodou FLCS bylo provedeno u hyaluronanu a CTAB ve vodném a 
fyziologickém prostředí a u gelů za použití obou zvolených fluorescenčních sond. Následující 
obrázek znázorňuje autokorelační křivky FLCS analýzy:   
 
Obrázek č. 24: Autokorelační křivky FLCS analýzy vzorku CTAB ve vodě pro různé doby života o 
koncentraci sondy ATTO 488 10-8 M 
Z předchozího obrázku je patrné, že sigmoidní křivku vykazoval pouze delší čas 4,028 ns a 
kratší čas sigmoidní křivku nevytvořil. Z toho je možné usoudit, že význam má delší doba a 
autokorelace krátkého času nemá smysl. Ve srovnání s konvenční FCS analýzou časově 
rozlišená FCS rozdělí jednotlivé doby života a klasická FCS poskytne jejich sumu. Analýza 
FCS je tedy uplatnitelná ke srovnání, jaké vlivy mají jednotlivé doby života, pokud se vyhodnotí 
metodou FLCS zvlášť. Při vyhodnocení dat metodou FCS a FLCS byly obdrženy téměř stejné 
výsledky, ale vzhledem k nevytvořeným autokorelačním křivkám krátkých časů byla data 
interpretována pomocí FCS analýzy. Následující obrázek znázorňuje FLCS analýzu 
0,5% hyaluronanu ve vodě se sondou ATTO 488 o koncentraci 10-8 M prostřednictvím 
uživatelského rozhraní programu SymPhoTime 64:  
 
Obrázek č. 25: Uživatelské rozhraní programu SymPhoTime 64 FLCS analýza 
  
40 
 
6 ZÁVĚR 
Tato bakalářská práce se zabývala použitím difúzních technik ve studiu hydrogelů a 
koloidních systémů pomocí metody fluorescenční korelační spektroskopie. Na základě zadání 
bakalářské práce byla zpracována literární rešerše na téma fluorescenční korelační 
spektroskopie v koloidních systémech, zejména v hydrogelech. Navrženou hydrofilní a 
hydrofobní fluorescenční sondou vhodnou pro studium fázově separovaných hydrogelů 
v systémech polymer-tenzid bylo ATTO 488 a nilská červeň. S vybranými fluorescenčními 
sondami bylo provedeno měření a následné zhodnocení naměřených výsledků.  
Doby života fluorescenční sondy ATTO 488 byly ve vodném a fyziologickém roztoku 
analyzovány metodou TCSPC, difúzní koeficienty metodou FCS. Ostatní roztoky a gely byly 
analyzovány metodou FCS a FLCS. Při vyhodnocení vzorků byl zvolen jako nejvhodnější 
model triplet. Ve vodném a fyziologickém roztoku byl potvrzen předpoklad jedné doby života 
s převládajícím procentuálním zastoupením a malou odchylkou od průměrné hodnoty. 
V prostředí hyaluronanu byla očekávána delší doba života jako důsledek částečné viskozity 
prostředí, ale tato viskozita nezpůsobila zpomalení difúze a lze tak tvrdit, že mezimolekulové 
prostory hyaluronanu a vody si jsou navzájem podobné. Dvě doby života se vyskytovaly 
v prostředí CTAB, z nichž ta kratší doba je z hlediska intenzity a relativního zastoupení 
nevýznamná a pravděpodobně je způsobena elektrostatickou interakcí sondy s CTAB, jejímž 
následkem je zhášení. V prostředí CTAB ve vodě byl zaznamenán výrazný pokles difúzního 
koeficientu, který je následkem interakce sondy s hydrofilní částí micely.  
Při vyhodnocování doby života fluorescenční sondy nilská červeň byla matematicky 
vypočítána záporná amplituda a její hodnota byla brána jako pouhý následek numerické 
nestability softwaru. V micelárních systémech bylo předpokládáno, že hydrofobní sonda nilská 
červeň je inkorporována uvnitř micely, což bylo ověřeno pomocí výpočtu poloměru, který 
odpovídá hydrodynamickému poloměru micely. Vzhledem k tomu, že při měření metodou FCS 
je optimální, aby konfokálním objemem procházely řádově jednotky molekul, přiklonili jsme 
se k nižší koncentraci fluorescenční sondy.  
Základem pro interpretaci chování hydrogelů bylo měření a následné vyhodnocení 
předcházejících systémů, s nimiž porovnáváme získané výsledky. Hydrogelové systémy byly 
vyhodnoceny sofistikovaným modelem „Triplet Extended 3D“. Vyhodnocením bylo zjištěno, 
že gely vykazují dvě doby života a v porovnání s micelárním vzorkem je pravděpodobné, že 
kratší doba je následkem vytvořeného komplexu sondy a CTAB způsobujícího zhášení. 
U sondy ATTO 488 vykazují gely dva difúzní koeficienty a jeden tripletní čas, u sondy nilská 
červeň vyšel jeden difúzní koeficient a jeden tripletní čas. Nízké hodnoty difúzních koeficientů 
a tripletní časy mohou být zapříčiněny viskozitou prostředí, neboť na první pohled byl gel tuhý 
a viskózní. Molekula sondy ATTO 488 mohla být tedy viskozitně zadržována. V úvahu také 
připadá sterický faktor, protože strukturou je molekula sondy ATTO 488 prostorově objemná 
organická molekula a mohla být v prostorové síti gelu zadržována pouze na základě své 
velikosti. Metoda fluorescenční korelační spektroskopie tedy splňuje předpoklady pro měření 
komplikovaných hydrogelových systémů.  
Cíle bakalářské práce byly splněny a do budoucna se jeví zajímavé zjistit, jak optické 
vlastnosti gelu ovlivňují velikost konfokálního objemu v závislosti na hloubce měření.  
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
CF 5(6)-carboxyfluorescein 
CTAB cetyltrimethylamonium bromid 
DMPC dimyristoylfosfatidylcholin 
DMSO dimethyl sulfoxid 
FCS fluorescence correlation spectroscopy (fluorescenční korelační spektroskopie) 
FLCS fluorescence lifetime correlation spectroscopy (časově rozlišená fluorescenční 
korelační spektroskopie) 
FLIM fluorescence-lifetime imaging microscopy 
FRET förster resonance energy transfer (försterův rezonanční přenos energie) 
GMA glycidylmethakrylát 
HA hyaluronic acid (kyselina hyaluronová) 
HAF 5-N-hexadecanoyl-aminofluorescein 
IRF instrument response function (funkce přístrojové odezvy) 
LCU laser combining unit 
NIR 628 2,10-bis(3-aminopropoxy)dibenzo[a,j]perylen-8,16-dion 
PAA polyakrylová kyselina 
PAL povrchově aktivní látky 
PBS phosphate buffered saline (pufrovaný fyziologický roztok) 
PIE pulsed-interleaved excitation 
PNBA poly(n-butyl)akrylát 
PNiPAAm poly(n-isopropyl)akrylamid 
TCSPC time-correlated single-photon counting (časově rozlišené čítání fotonů) 
TTTR time-tagged time-resolved 
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9 SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ 
f  kvantový výtěžek 
rk  rychlostní konstanta zářivého přechodu 
nrk  rychlostní konstanta nezářivého přechodu 
F  intenzita fluorescence 
K  Stern-Volmerova konstanta 
 Q  koncentrace zhášeče 
qk  bimolekulární zhášecí konstanta 
0  doba života 
 R  autokorelační funkce 
 tF  intenzita fluorescence v celkovém čase t 
 tF  intenzita fluorescence po určité časové prodlevě 
 průměrná hodnota v čase 
δ  okamžitá odchylka 
 G  autokorelační funkce (Gaussova přímka) 
  časový interval 
B  molekulární jas 
q  kvantová účinnost pro detekci emitovaných fotonů 
  průřez absorpce světla 
Q  kvantový výtěžek fluoroforu 
CEF  celková účinnost přístroje (collection efficiency function)  
r  prostorové umístění 
 rI  intenzita excitace v prostoru 
 trC ,  lokální koncentrace částic 
effV  efektivní detekční objem 
D  difúzní čas 
0w  charakteristický rozměr detekčního objemu v ohniskové rovině  
0z  charakteristický rozměr detekčního objemu ve směru optické osy 
D  difúzní koeficient 
N počet částic v detekčním objemu 
A absorbance 
λ vlnová délka  
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10 PŘÍLOHY 
 
Obrázek č. 26: Schéma hlavní řídící jednotky s vyznačenými laserovými paprsky 
 
Obrázek č. 27: MicroTime200 
 
